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中文摘要 
    Chalcone 是由明日葉所萃取出來的類黃酮抗氧化物，具有抗菌、抗發炎 
的功效，近來有研究指出 chalcone 已被應用於抗癌的研究。本篇研究主要探 
討 chalcone 是否可以有效地抑制人類膀胱癌細胞的轉移及侵襲能力，進一步 
探討相關的分子作用機制。在體外實驗中，為了要觀察 chalcone 對於癌細胞 
轉移能力的影響。我們選取了一株俱有高度轉移能力的人類膀胱癌 T24 細胞 
，分別處理不同濃度的 chalcone 來探討此藥物對於癌細胞移動性及侵入能的 
影響。首先利用 wound healing assay 及 Boyden chamber assay ，我們發現  
chalcone 可以抑制  T24 膀胱癌細胞的移動性及侵入性，在  ge la t in  
zymography、casein-plasminogen zymography 和 polymerase chain reaction 中 
也發現 chalcone 可以抑制 T24 細胞中 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的活性及 
messenger RNA 的表現。為了進一步探求 chalcone 抑制 T24 細胞侵入的機 
轉，利用西方墨點法，我們發現訊息傳遞途徑中的 FAK、ERK1/2、p38、JNK1/2 
和 Akt 的磷酸化表現皆會受到 chalcone 所抑制。然而這些蛋白的活化 
是否調控著 T24 細胞的侵襲能力，透過專一性抑制劑：U0126、SB203580、  
SP600125 及 LY294002 幫助我們釐清了 ERK1/2、p38、JNK1/2 及 PI3K 路 
徑可以調控 T24 細胞 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的表現。另外在實驗中也 
證實 small GTPase family，如：Ras、Rac-1、Cdc42、RhoA、RhoB 的蛋白 
表現量也會受到 chalcone 所抑制。此外，核蛋白中 NF-κB、c-Fos、c-Jun 的 
表現皆會受到 chalcone 所抑制。綜合上述所有的實驗結果，chalcone 可能是 
透過 FAK/MAPK 和 FAK/PI3K/Akt signal pathway 來影響下游的轉錄因子  
NF-κB 的活性，進而影響分泌 MMP-2 、 MMP-9 及 u-PA，最後抑制 T24  
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Abstract 
    Chalcone is a flavonoid antioxidant extracted from Angelica keiskei  
koidzumi. It has various effect such as antibacterial and anti-inflammatory  
activities. In recent studies, chalcone has shown its anti-cancer property. The  
purpose of this study is to investigate the inhibitory effect and mechanism of  
chalcone on human bladder cancer cells metastasis in vitro. We chosed a highly  
metastastic human bladder T24 cancer cell line which was treated with various  
concentrations of chalcone to investigate the potential of inhibiting cancer cell  
migration and invasion. First, we found that chalcone inhibited T24 cells  
migration and invasion via wound healing assay and Boyden chamber assay.  
MMP-2, MMP-9, u-PA activity and messenger RNA level were also inhibited by  
chalcone via gelatin zymography, casein-plasminogen zymography and  
polymerase chain reaction. In the signal transduction pathway, we found that the  
phosphorylation of the FAK, ERK1/2, p38, JNK1/2 and Akt were inhibited by  
chalcone via Western blotting. To verify the activation of above proteins whether  
regulated T24 metastatic ability, we used specific inhibitors：U0126, SB203580,  
SP600125 and LY294002 to clarified that the signal transduction of FAK,  
ERK1/2, p38, JNK1/2 and PI3K/Akt regulated MMP-2 , MMP-9 and u-PA  
expression. On the other hand, chalcone inhibited the protein level of Ras, Rac-1,  
Cdc42, RhoA and RhoB with concurrent reduction in the expression level of  
NF-κB, c-Fos and c-Jun. In the present study, we demonstrated that chalcone  
inhibited T24 cells might be through the FAK/MAPK and FAK/PI3K/Akt signal  
 - 5 - 
 
pathways and exerted inhibitory effect on the expression of NF-κB transcription  
factor, MMP-2, MMP-9 and u-PA, afterward inhibited migration and invasion in  
T24 human bladder cancer cell. This study suggests a possible role of chalcone in  
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縮寫表 
1. AP-1 : activation protein-1 
2. APS : ammonium persulphate 
3. DMEM : Dubecco’s modified eagle’s medium 
4. DMSO : dimethyl sulfoxide 
5. DNA : deoxyribonucleic acid 
6. ECM : extracellular matrix 
7. EMSA : electrophoretic mobility shift assay 
8. EMT : epithelial-mesenchymal transition 
9. ERK : extracellular sinaling-regulated kinase 
10. EtBr : ethidium bromide 
11. FAK : focal adhesion kinase 
12. FBS : fetal bovine serum 
13. HRP : horse radish peroxidase 
14. JNK : c-Jun N-terminal kinase 
15. kDa : kilo-dalton 
16. MAPK : mitogen-activated protein kinase 
17. MMPs : matrix metalloproteinases 
18. mRNA : messenger RNA 
19. MT-MMPs : membrane-type matrix metalloproteinases 
20. MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 
21. NC membrane : nitrocellulose membrane 
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22. NF-B : nuclear factor kappa B 
23. PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 
24. PAI : plasminogen activator inhibitor 
25. PARP : poly ADP-ribose polymerase 
26. PBS : phosphate buffered saline 
27. PI-3K : phosphoinositide 3-kinase 
28. PSA : penicillin / streptomycin / amphotericin 
29. RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction 
30. SDS : sodium dodecyl sulfate 
31. TBE : Tris-borate-EDTA 
32. TEMED : N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
33. TIMPs : tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 
34. t-PA : tissue type plasminogen activator 
35. Tris : hydroxymethyl-aminomethane 
36. u-PA : urokinase-plasminogen activator 
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    近年來台灣的癌症發生率年年上升，根據行政院衛生署統計資料顯示， 
自民國 75年至今，惡性腫瘤一直是台灣國人十大死因之首，平均每 13 分 30 
秒就有 1 人死於癌症，故癌症堪稱為國人頭號殺手。  





胞癌(Transitional cell carcinoma of urinary bladder) 或稱為膀胱泌尿上皮細胞 
癌(Urothelial cell carcinoma of urinary bladder)。 
    從流行病學的研究結果來看，膀胱癌是一種和環境致癌物質密切相關的 
癌症。在台灣的膀胱癌的發生率，發現在雲嘉南的烏腳病流行區域內最高， 
由此可見環境危害對於膀胱癌的影響非常顯著 (許、陳，1999)。 
    膀胱癌好發於 60歲以上的男性，對於造成膀胱癌的真正原因，目前尚未 
明瞭，但主要與下列因素有關： 
1. 抽菸：平均而言，有抽菸的人，其發生膀胱癌的機率比沒有抽菸的人高了    
一倍，而且抽菸的時間愈長以及抽菸的量愈多，則好發的機率愈大，因為 
香菸的煙霧中有許多種已知可引發動物膀胱癌的致癌物質。 
2. 芳香胺類：與膀胱癌最有關係的化學致癌物質，存在於某些化學染料中。    
某些職業如：橡膠、化學製劑、皮革製造業、美髮師、金屬加工業、印刷 















下肢水腫等症狀 (deKernion et al ., 1985)。 
    醫師根據膀胱癌患者的檢查結果，判斷腫瘤的大小、位置、多發性及擴 
散的情形將膀胱癌作分期。分期是決定如何治療膀胱癌的重要依據 (Zaak, 
2003)。 
第 0 期：通常稱為表淺性膀胱癌，癌細胞只局限在膀胱黏膜層，尚未侵 
         犯至膀胱壁肌肉組織層。 
第 I 期：癌細胞侵犯至黏膜下層，尚未侵犯至膀胱壁肌肉組織，癌細胞並 
         未擴散至膀胱附近的淋巴結，也未擴散至其他器官，此時還稱 
         表淺性膀胱癌。 
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第 II 期：癌細胞侵犯至膀胱壁肌肉層，但未深入膀胱周圍的脂肪層，此 
          時癌細胞並未擴散至膀胱附近的淋巴結，也未擴散至其他器官。 
第 III 期：癌細胞侵犯至膀胱壁肌肉層，進入膀胱周圍的脂肪層，並可能 
          擴散至附近的器官（女性病患的陰道及子宮，男性病患的前列 
          腺），但並未擴散至淋巴結。 
第 IV 期：癌細胞深入膀胱壁各層並擴散至腹腔，此時癌細胞以擴散至附 
          近之淋巴結及遠端的器官，例如骨骼、肺部等器官。 
    治療膀胱癌會依照癌細胞的類型、分期、年齡和病人的整體健康情形而 
定。目前治療膀胱癌的方式包括： 







胱的造廔口，以利日後排尿 (May et al., 2013)。 
2. 生物療法：又稱免疫治療，是利用病患本身的自然防禦能力去殺死癌細 
胞。卡介苗 (BCG) 可用於早期或表淺型的膀胱癌，可增加免疫系統中正 
常免疫細胞的數量，以破壞膀胱癌細胞 (Yamamoto et al., 1990)。 
3. 化學治療：當膀胱癌細胞已經侵犯至深層部位或有轉移的情況發生，無法 
以手術方式將腫瘤完全切除乾淨時，或病患整體健康無法承受手術的治療 




療），或經由靜脈注射給予作用至全身的癌細胞 (deKernion, 1977)。 
4. 放射線治療：大多用於身體健康情況不適合手術或拒絕手術治療的病患。 
放射線治療是使用高穿透能力的 X 射線來破壞癌細胞，單獨的放射線治療 
不容易根除病情，最好合併手術切除或化學治療 (Pointon, 1973)。 
 
第二節 癌細胞的入侵與轉移 
    人體的某些細胞有時受到物理性或化學性的刺激後，會失去正常的生理 




    其中良性腫瘤和惡性腫瘤之間的差別，主要是和癌細胞的細胞核分裂像 





    癌細胞的侵襲與轉移往往是癌症病患病灶復發致死並導致癒後不良的主 
要原因。當癌細胞僅生長在發病的局部位置，稱為原位癌，若可以在此階段 
偵測到癌細胞並且進行治療，則治癒的成功比例最高。而當癌細胞透過血液、 
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淋巴管等方式轉移到人體其他組織器官生長成續發性惡性腫瘤時，稱為異位 
癌 (Steeg, 2003)，若在此時才檢查到癌細胞，則利用手術或其它方式來治療 
的成功機率就大大降低，而癌症轉移的現象大都出現在末期，也因如此所以 
增加了癌症治療的困難度。雖然近年來已經知道腫瘤形成的機制，以及瞭解 
臨床上腫瘤轉移的重要性，但是對於腫瘤轉移的過程仍然不清楚 (Bernards  
and Weinberg, 2002；Hynes, 2003)。一般而言，腫瘤細胞轉移及擴散的過程中 
經常伴隨著癌細胞與其週邊組織的狀態改變 (Anderberg et al., 2009) ，其中 
包括【1】細胞與細胞外基質 (extracellular matrix, ECM) 之間的結合能力  
(adhesion) 改變，細胞與細胞間的相互作用力破壞；【2】細胞的侵襲及移動  
(motility) 能力上升；【3】細胞骨架的重整；【4】細胞外基質的分解，接著 
癌細胞會分泌大量的蛋白酶 (proteinase) 幫助其穿過細胞外基質；【5】侵入 
到循環系統中的血管或淋巴管，經由逃避免疫系統的防護，最後貼附在內皮 
細胞上，穿破血管或淋巴管到達新的組織器官；【6】再經由大量的增生  
(proliferation) 及；【7】血管新生 (angiogenesis) 作用。癌細胞便藉由奪取正 
常組織器官的養分而造成正常組織器官功能的耗弱，最後造成癌症病人的死 
亡 (Kim et al., 2001)。 
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組織的養分，導致正常的組織器官功能受到影響，造成癌症病患的死亡。 
    當癌細胞進行轉移擴散時，會藉由分泌蛋白質水解酵素來分解細胞外基 
質，接著穿透基底膜使癌細胞具有移動性 (Flug and Kopf , 1995)。而與胞外 
基質分解有關的酵素，包括：serine proteinase、matrix metalloproteinases  
(MMPs)、cathepsins、plasminogen activator (PA) (Tryggvason et al., 1993)，其 
中 MMP-9、MMP-2 及 u-PA 在基底膜的破壞扮演著重要的角色，且與癌症 
的侵襲及轉移最有關係 (Hao et al., 2007; He et al., 2007)。惡性腫瘤細胞本身 
會分泌 MMPs，在癌症末期時某些 MMPs 的表現也會相對的上升，而  
MMPs 具有蛋白分解活性可分解膠原蛋白，在腫瘤破裂的基底膜處可測得大 
量的 MMPs，目前已證實是用來作為局部侵襲和遠處轉移，主要在於助長癌 




1. 基質金屬蛋白酶 (matrix metalloproteinases；MMPs) 
    基質金屬蛋白水解酵素 (MMPs) 是一群擁有水解蛋白質能力的酵素 
(Nagase et al., 1999)，在細胞外基質分解中扮演著重要的角色，其在正常的生 
理功能中扮演：組織的修復、器官的形成、胚胎的植入、神經的生長、子宮 
頸的擴張、傷口的愈合、血管的新生成以及細胞凋亡等角色；在病理上則是 
和組織的纖維化、心血管疾病以及癌細胞的轉移擴散 (Hussaini et al., 2007) 
等息息相關。基質金屬水解蛋白酵素家族中的 MMP-2 (gelatinases A) 與 
MMP-9 (gelatinases B)  具有水解  type IV collagen 基底膜的能力 
 - 20 - 
 
(Westermarck and Kahari, 1999)，並且被豐富的表現在許多的惡性腫瘤中 
(Johnsen et al., 1998)，所以從文獻中可以發現 MMP-2 與 MMP-9 的表現與 
癌細胞的轉移和侵入具有高度相關性 (Hao et al., 2007; He et al., 2007;  




第一大類主要以 collagenase 為主 
包括 interstitial collagenase (MMP-1)、neutrophil collagenase (MMP-8)、 
collagenase 3 (MMP-13)及 collagenase 4 (MMP-18)。此類具有在特殊位置切斷  
interstitial collagen I、II、III 的能力，形成氨基端 -3/4 與羧基端 -1/4 的氨 
基酸片段，接著在生理的狀態下就會自然分解(Shapiro, 1998)，或由其他的  
MMP 進行進一步的分解，collagenases 也可分解一些其他 ECM 以及非  
ECM 分子。 
第二大類以 gelatinase 為主 
包括 gelatinase A (MMP-2) 和 gelatinase B (MMP-9)。可與 gelatin、 
collagen、laminin 結合。MMP-2 也會分解第一型的膠原蛋白，還會活化 
pro-MMP-9 (Murphy, 1997)。 
第三大類以 stromelysin 為主 
    包括 stromelysin-1、procollagen (MMP-3)、stromelysin-2 (MMP-10)及 
stromelysin-3 (MMP-11)。其中 MMP-3 分解效率較高，除了分解細胞外基質 
以外，MMP-3 還可以活化一些 pro-MMP，尤其對 MMP-1 的活化非常重
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要。 
第四大類以 Matrilysin 為主 
包括 MMP-7 及 MMP-26 屬於此類。其特徵在於結構缺乏 hemopexin。 
除了分解細胞外基質以外，MMP-7 還可以分解一些細胞膜表面分子。 
第五大類以 membrane-type MMPs 為主 
此類 MMP 位於細胞膜上，包括 type 1 transmembrane protein (MMP-  
14、MMP-15、MMP-16、MMP-24) 和 glycosylphophatidylinosited anchored  
protein (MMP-17、MMP-25)。其中 MMP-14 具有分解 type I、 II、 III collagen  
的能力，並且在血管新生作用扮演關鍵的角色 (Ohuchi et al., 1997)。 
    另外有一些尚未被歸類或是最近才發現包括 macrophage metalloelastase  
(MMP-12)、rheumatorid arthritis- associated metalloelastase (MMP-19)、 
enamelysin (MMP-20)、XMMP (Xenopus) (MMP-21)、CMMP (chickem)  
(MMP-22) 及 MMP-23 (Nagase and Woessner, 1999)。 
    MMPs 一般為不具活性的形態 (latent pro-form)，必須透過位於活性中心 
的 Zn2+/Ca2+ 來活化，使 MMPs 具有分解細胞外基質的能力，而 MMPs 會 
以 zymogen (inactive form) 的方式被分泌出來，之後 zymogen 需要藉由一些 
外來的蛋白水解酵素或是 organomercurials 來活化，活化後的 MMP 之分子 
量大約會減少 10 kDa，因為 N 端的 propeptide domain 會被切掉，去除其 
與活性中心之間的交互關係，達成活化的目的；然而 MMPs 的活性可以被 
內生性的抑制因子 TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases)所抑制。 
【1-2】基質金屬蛋白水解酵素的表現與調控 
    基質金屬蛋白水解酵素基因的表現可藉由一些因子的誘導而有所改變， 




retinoic acids、glucocortinoids 所抑制。 
    基質金屬蛋白水解酵素的表現受到許多不同的訊息傳遞蛋白以及轉錄因 
子所調控。先前的研究已經發現在發炎時，轉錄因子 NF-κB 與 AP-1 會經 
由調控 cytokine 與 chemokine 轉錄的表現，進而影響基質金屬蛋白水解酵 
素基因的表現 (Kajanne et al., 2007; Palanki, 2002)。之前對 macrophage 的研 
究中發現，抑制 NF-κB 的表現可以降低 MMP-2、MMP-9 的蛋白表現  
(Yoshida et al., 2001)。在一些黑色素瘤細胞 (murine melanoma cells) 中， 
NF-κB 可藉由活化 MT-MMP 的表現而去活化 pro-MMP-2，增加癌細胞侵 
入的能力 (Philip et al., 2001)。在單核細胞與骨癌細胞中發現，ET-1 與 AP-1  
會調控 MMP-2 與 MMP-9 基因的轉活化，進而影響到 MMP-2 與 MMP-9  
的表現 (Aljada et al., 2001; Felx et al., 2006)。在 MAPK 訊息傳遞路徑中，已 
知當大鼠皮質受到物理性的刮傷時，活化的 p38 與 ERK 的路徑會去調控初 
代培養的星狀細胞 MMP-9 的表現 (Wang et al., 2002)，肺癌細胞可藉由  
ERK/Sp1 這條路徑增加 MMP-2 的表現 (Pan and Hung, 2002)。在 NIH3T3  
細胞中，轉殖入活化的 Ras，MEK1 可以增加 MMP-2，MMP-9 的表現  
(Welch et al., 2000)。癌細胞可以藉由 PI-3K 路徑去調控 MMP-2 與 MMP-9  
的表現及增強細胞侵入的能力 (Kubiatowski et al., 2001)。在 HT1080 細胞 
中，Akt/PKB 可藉由增加 NF-B 的轉錄活性，進而增加 MMP-9 的表現  
(Kim et al., 2001)。在老鼠乳房上皮細胞中，Akt 會誘導 MMP-2 的表現，增 
加細胞 invasion 的能力 (Park et al., 2001)。 
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【1-3】基質金屬蛋白水解酵素活化機制 
    基質金屬蛋白水解酵素是屬於分泌型蛋白，以未活化態基質金屬蛋白水 
解酵素分泌至細胞外 (Nelson et al., 2000)，而在生物體內基質金屬蛋白水解 
酵素的活化調節可以受到自己催化 (autocatalysis) 或則藉由一些 urokinase  
plasminogen activator (u-PA) 或 tissue-type plasminogen activator (t-PA) 二者 
啟動一連串的蛋白水解反應，將 plasminogen 轉變成 plasmin，這些活化的酵 
素例如: plasmin 或是其它基質金屬蛋白水解酵素將未活化態的基質金屬蛋 
白水解酵素轉變成活化態的基質金屬蛋白水解酵素  (He et al . ,  1989;  
Quemener et al., 2007)。而生物體外可藉由有機汞 (APMA)、HOCl、oxidized  
glutathione (GSSG) 所活化，活化過程將導致基質金屬蛋白水解酵素的 N 端  
propeptide domain 被切除而少了 10 kDa。但是基質金屬蛋白水解酵素的活性 
易會受到內生性抑制劑 tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) 所抑 
制，兩者間的平衡取決於細胞外基質的分解與形成 (Nagase, 1997)。 
2. Tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) 
    TIMPs 是基質金屬蛋白水解酵素的內生性抑制劑，它會和活化態的 
MMPs 以 1：1 的比例形成非共價鍵的復合物，並且抑制 MMPs 活性中心的 
鋅離子，使 MMPs 失去分解細胞外基質的功能 (Birkedal-Hansen , 1995)。 
在正常的生理狀態下，TIMPs與MMPs的平衡是很重要的，一旦失去了平衡， 
就可能會造成許多疾病，如：動脈硬化和細胞轉移等；癌細胞的轉移也是 
TIMPs 與MMPs 之間比例不平衡，造成細胞外基質被分解的原因 (Chambers  
and Matrisian, 1997)。目前已發現有四種 TIMPs，分別為： 
【2-1】TIMP-1  
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位於 X 染色體 p 區 (Xp23)，分子量大約為 28.5 kDa，是 TIMPs 中最 
早被發現的，也是被研究最清楚的，已知 TIMP-1 的功能有許多，例如：抑 
制活化態的基質金屬蛋白水解酵素 (Woessner, 1991) 和未活化的 MMP-9  
結合 (Kolkenbrock et al., 1995)、抑制血管新生 (Johnson et al., 1994)、抑制腫 
瘤的侵襲和轉移 (Alvarez et al., 1990)、在胚胎的形成過程中也扮演著重要的 
角色 (Flenniken and Williams, 1990)。 
【2-2】TIMP-2  
位於第 17 對染色體 q 區 (17q23) (De Clerck et al., 1992)，分子量大約 
為 21kDa，TIMP-2 在 1990 年由 human melanoma cell cDNA library 中所分 
離出來 (Boone et al., 1990)。TIMP-2 和 TIMP-1 功能相似，特別是在抑制腫 
瘤的侵襲和轉移中扮演著重要的角色，雖然 TIMP-2 和 TIMP-1 的序列有  
66%的相似度，但在某些時候，因為 TIMP-2 的表達會被修飾，因此在同樣 
情況下，TIMP-2 和 TIMP-1 的結果往往會有所差異 (Stetler- Stevenson et al.,  
1990)。 
【2-3】TIMP-3  
位於第 22 對染色體 q 區 (22q12)，分子量大約為 21 kDa，TIMP-3 是  
TIMP family 中唯一位在 membrane 中的，它會和 ECM 結合在一起。 
TIMP-3 的功能和 TIMP-1、TIMP-2 較不相同，TIMP-3 主要的功能和調節 
細胞分化及細胞週期有關，甚至可以當成細胞分化結束時的一個指標 (Yang  
and Hawkes, 1992)。其中有學者指出：在 HL-60 leukemia cells 的分化過程，  
TIMP-3 的上升和 cell cycle 停留在 G1 phase 有關 (Wick et al., 1994)。 
【2-4】TIMP-4  
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TIMP-4 是在 1996 年時被發現，分子量大約為 22 kDa，目前對 TIMP-4  
的了解尚未清楚，只大約了解 TIMP-4 可能有組織特異性，尤其是位在人類 
的心臟組織 (Greene et al., 1996)。 
3. 纖溶酶原激活因子 (Plasminogen activator) 
    plasminogen activator (PA) 是一群 serine proteinases，和 plasminoge 具 
有高度的專一性，因此可以將 plasminogen 水解成 plasmin，而被活化的  
plasmin 具有蛋白水解酵素的功能，不但可以可將血液凝塊中的成分給分解 
掉，更具有活化其他蛋白水解酵素的功能。PA 中的尿激酶型纖溶酶原激活 
因子 (urokinase-plasminogen activator, u-PA)，會與 urokinase-plasminogen  
activator receptor (u-PAR)結合，促進水解 plasminogen 的活性，進而造成細 
胞間基質的分解，所以癌細胞會藉由 u-PA 的表現，調控其本身的移動和侵 
入 (Han et al., 2006; Suthiphongchai et al., 2006)；而組織型纖溶酶原激活物  
(tissue-type plasminogen activator; t-PA) 主要存在於血液中，其主要的功能在 
於藉由活化 plasminogen，來將血液凝塊中的成分給分解，進而防止血栓的形 
成。 
    u-PA 與 t-PA 的主要功能皆與 plasminogen 的活化有關，但許多因素造 
成它們在生理上的意義有所不同。當 t-PA 分泌到胞外後會與 plasminogen、 
fibrin、及細胞間基質的組成物質相結合, 進而發揮蛋白水解酵素的功能，幫 
助血管內 fibrinolysis 的作用。雖然 u-PA 也是分泌型酵素，但是 u-PA 必 
須藉由與細胞膜表面接受器 (u-PAR, CD87) 結合，才具有較強的蛋白水解活 
性，進而造成細胞外基質之物質的分解，因此被認定與癌細胞的侵入與轉移 
較有關 (Hofmann et al., 1994; Romer et al., 1996)。另外也有文獻指出，在人 
 - 26 - 
 
類的乳癌細胞 (MDA-MB-231) 中，當 nuclear factor kappa B (NF-B) 的轉錄 
活性增加時，會促進 u-PA 的表達，進而影響癌細胞的侵襲能力 (Sliva et al.,  
2002)。 
4. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 訊息傳遞路徑 
    Mitogen-activated protein kinase pathway (MAPK) 路徑是傳遞外界訊息 
到細胞內的重要途徑，在真核細胞的訊息傳遞上扮演關鍵的角色，並參與細 
胞的生長、分化、凋亡以及轉移等現象 (Chan and Weaver, 1998; Johson and  
Lapadat, 2002)（附圖三）。在哺乳類動物中，MAPK cascades 的活化，必須 
經由 MAPK kinase kinase (MAPKKK)、MAPK kinase (MAPKK)、MAP kinase  
(MAPK) 三個蛋白激酶進行一連串的磷酸化作用 (Chan and Weaver, 1998)。 
MAPK 家族屬於 serine/ threonine-specific 的蛋白質激酶，主要分為三大類： 
(a) extracellular signal-regulated kinases (ERK) pathway 
    ERK 主要有兩個 isoform：ERK1 (42 kDa) 及 ERK2 (44 kDa)，可經由 
一些外來的刺激，如：生長因子 (growth factors)、生長激素 (cytokines)、病 
毒感染、G protein-coupled receptors 和致癌因子等而活化 (Johson and 
Lapadat ,  2002)。ERK1/2 磷酸化的過程是透過活化上游  MAPKKK  
(A/B/C-Raf) 及 MAPKK (MEK1/2) 而磷酸化。 
    細胞突變會使得 Ras轉變為活化態的致癌基因，而讓 ERK1/2路徑活化， 
促進癌細胞的增生。因此，利用抑制 ERK1/2 的活化，也是目前進行抗癌藥 
物開發的重點之一 (Dhanasekaran and Johnson, 2007)。 
(b) c-Jun NH2-terminal kinases/stress-activated protein kinase (JNK/SAPK) 
pathway 
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   包含 JNK1、JNK2 和 JNK3，同樣為受到壓力的刺激而活化的蛋白質激 
酶 (Kyriakis et al., 1994)。JNK 的磷酸化則透過活化上游的 MAPKKK 
(ASK1) 及 MAPKK (MKK4、MKK7) 而磷酸化。當熱休克、滲透休克、細 
胞激素、UV 輻射、氧化壓力和促進發炎因子和 DNA 損害劑出現時，可活 
化 JNK/SAPK 路徑，與 DNA 結合蛋白 c-Jun 結合並活化，同時促進轉錄 
因子 activator protein-1 (AP-1) 的表現 (Robinson and cobb, 1997)。有研究發 
現 JNK 在控制細胞程序性死亡或凋亡中扮演著重要的角色 (Tournier et al.,  
2000)。 
(c) p38 MAPK pathway 
   p38 分子量為 38 kDa，具有四種 isoform：p38、p38、p38、p38，均 
會受到上游 MAPKKK (DLK)、MAPKK (MKK3 及 MKK6) 的磷酸化而活 
化。當細胞受到 UV、LPS 及促進發炎因子如：TNF-、IL-1 的刺激時， 
p38/MAPK pathway 就會活化 (Stadherim and Kucera, 1998)。 
5. PI3-kinase 
    PI3-kinase (phosphatidylinositol 3-kinase) 會與 phosphatidylinositol (PI)  
及 PI-4,5-biphosphate 上的 inositol 環的 D-3 位置結合而磷酸化；PI3-kinase  
分為幾類異構物，第一類由 p110α 與 p110β 連接上 p85 再與 receptor  
tyrosine kinse 結合；第二類包括 68D、cpk 與 p170。p85 包含 2 個 SH2 區 
域及 1 個 SH3 區域 (Kapeller et al., 1994)，p85 可當作 p110 的調節者，而  
p110 則是連接 PI3-kinase 與 ligand-activated receptor。p85 可分成 p85α 與  
p85β，p85α 與 catalytic subunit 緊密地結合，p85β 目前功能未知，兩個  
isoform 都可與 receptors 結合並活化 receptors，也當作是 tyrosine kinase 的 
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受質。當細胞受到一些因子刺激時如 (IL-3) 會活化 PI3-kinase (Welham et  
al., 1994)。 
6. Akt/PKB 
    Akt/PKB 位於細胞內多條訊息傳遞的分叉點，並作為由 growth factor  
receptor 所活化 phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3-kinase) 所起始許多功能的 
傳遞者；尤其在 insulin 相關的許多代謝反應，Akt/PKB 更是扮演重要的調 
節角色。另外，Akt/PKB 的活化主要促使細胞生存。最近研究發現 tumor  
suppressor PTEN 會拮抗 PI-3-kinase 及 Akt/PKB 的活化，顯示了 Akt/PKB  
可能是癌症發生的重要因子 (Kandel ane Hay, 1999)。最近發現它會抑制  
RhoB 的表現以及促進細胞惡化轉移。 
7. NF-κB  
    NF-κB 為轉錄因子，且人類 encode MMP-2/MMP-9 基因的 promoter 區 
域有與 NF-κB 結合的保留序列。也有研究報告證實活化的  NF-κB 經 
translocate 至細胞核後會誘發 MMP-2/MMP-9 基因表現；而且 NF-κB 的活 
化是誘發 MMP-2/MMP-9 mRNA 所必須的 (Peng et al., 2006)。 
8. c-Jun/c-Fos 
    c-Jun/c-Fos 轉錄因子在誘發 neoplastic transformation 及參與細胞增
生 、  
分化、發炎有關等基因扮演重要的角色，也被認為和調節 tumor progression、 
metastasis 有關 (Ding et al., 1999)。 
9. GTPase family 
在 GTPase 家族的成員中，有 RhoA, RhoB, Ras, Rac-1 及 Cdc42  
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，一般而言，屬於 GTPase 的蛋白會促進細胞感染 (invasion)、轉移 
(metastasis)、癌化 (oncogenesis) (Khosravi et al., 1995 ; Pruitt and Der, 




(一) 細胞組織間隙的結締組織 (interstitial connective tissue)： 
    屬於非上皮細胞，由纖維母細胞 (fibroblasts)、骨質母細胞 (osteoblasts)、 
軟骨細胞 (chondrocytes) 以及巨噬細胞 (macrophage) 所構成，主要作為支撐 
作用。 
(二) 基底層 (basal lamina)： 
主要為提供上皮層的基礎，可將上皮細胞圍繞，並對於組織修復和組織 
形成時的細胞遷移相當重要，由基底板、基質、和網狀纖維所構成。基底膜 
的主要成分為 (a) type-IV 膠原蛋白 (b) laminin (c) heparin sulfate (d)  
chondroitin sulfate (e) entactin。參與分解細胞外基質的酵素主要分為四大類： 
I、金屬蛋白水解酶：interstitial collagenase、type-IV collagenase、stromelysin；  
II、Serine 蛋白水解酶：plasminogen activator、plasmin；III、Cystein 蛋白水 
解酶：cathepsin B、cathepsin L； IV、Aspartyl 蛋白水解酶：cathepsin D。 
 
第五節 Chalcone 的背景介紹 
Chalcone 是由繖形科 (Umbelliferae) 當歸屬 (Angelica) 的明日葉  
(Angelica keiskei koidzumi) 莖幹汁液所萃取出的化合物（劉等, 1998；沈,  
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2000；馬場, 2000；劉等, 2001），屬於類黃酮 (flavonoid) 的一種（附圖二）， 
主要含有兩種化學成分：(1)4-hydroxyderricin (2)Xanthoangelol A、B、C、D， 
是天然的多酚類抗氧化物，具有抗氧化力及 SOD 活性（張, 2001）。Chalcone 
其化學名稱為 (2E)-1,3-Diphenyl- 2-propen-1-one，其分子式為 C15H12O，分子 
量為 208.25518。 
    古書記載秦始皇，曾派遣使者到日本找尋長生不老藥，可能就是指原產 
於八丈島的明日葉，因其具有旺盛的生命力，今日摘取其植株葉片，明日幼 
芽便再生長出來，故稱明日葉，日本名為 Ashitaba，別名為為八丈草、八丈 
芹、長壽草、明日草、珍立草、返陽草、靈草（江, 1990；劉, 1999；馬場, 2000； 
沈, 2000；楊, 2001；張, 2001；劉等, 2001；余, 2002），是一種多年生耐寒草 
本植物，其嫩莖葉或全草可供為蔬菜用及保健用（劉等, 2001；余, 2002），為 
目前頗受日本人重視之新興植物之一。明日葉含有豐富的食物纖維、維生素 






    之前文獻報告指出，  c h a l c o n e  具有許多藥理活性，包括抗菌  
(Friss-Moller et al., 2002； Liu et al., 2011) ；對於格蘭氏陽性菌中的 
Staphylococcus aureus 和 Staphylococcus epidermidis 具有抗菌力，而對於 
Micrococcus iuteus 的抗菌功效則與 Gentamycin 具有同等效力 (Inamori et  
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al., 1991)。 
    此外， chalcone 可以抗氧化 (Vogel et al., 2010)、抗瘧疾 (Liu et al.,  
2003)、抗肺結核 (Lin et al., 2002)、防治血栓 (Fujita et al., 1992)，抑制豬黏 
膜中的胃酸，使潰瘍傷口癒合 (Murakami et al., 1990)，透過抑制 BV2 小膠 
質細胞的 Akt/NFB pathway 進而抑制 Toll-like receptor 4 所引起的發炎反 
應 (Lee et al., 2012)，透過抑制第二型 CD4 T 細胞的功能進而抑制過敏性的 
氣喘 (Iwamura et al., 2010)。 
    目前還有研究指出，  chalcone 會誘導人類急性白血病細胞株凋亡  
(Maioral et al., 2012) ，抑制肺癌細胞的 DNA 合成 (Kimura and Baba,  
2003)、生長和轉移 (Kimura et al., 2004)，抑制人體鱗狀細胞癌的生長 (Lin et  
al., 2012) 。另外， chalcone 會藉由抑制 CACR4 趨化因子受體的表現，進 
而抑制乳癌及大腸癌細胞的侵襲 (Wang et al., 2012)，也會透過 apoptosis 和 
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第二章 研究動機 












抑制肺癌細胞的 DNA 合成、生長和轉移，及抑制人體鱗狀細胞癌的生長。 
    我們知道癌細胞的入侵與細胞間質的分解、細胞的貼附能力及細胞的移 
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第三章 研究架構 










1. Chalcone 分析試藥 
1.1購自美國 Extrasynthese 公司： 
Chalcone，HPLC 級，純度≧95% (分子式為 C15H12O，分子量為 208.27) 
2. 蛋白質電泳相關試藥 
2.1 購自 Bio Basic 公司： 
Acrylamide/ Bis-acrylamide 30% solution (29:1)、Glycine、Coomassie brilliant 
blue G-250  
2.2 購自 J.T. Backer 公司： 
Ammonium persulfate (APS)、TWEEN 20、Triton X-100、
N,N,N’,N’-Tetra-methylethylenediamine (TEMED) 
2.3 購自美國 MACRON 公司： 
Methanol  
2.4 購自 Page Ruler 公司： 
Prestained Protein Ladder 
2.5 購自 Uni Region Bio-Tech 公司： 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
3. MTT 實驗試藥 
3.1 購自 Bio Basic 公司： 
3-[4,5-dimethylthiazol-z-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide  
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3.2 購自 MACRON 公司： 
Isopropyl Alchohol  
4. 細胞培養試藥 
4.1 購自 Biological Industries 公司： 
   penicillin / streptomycin / amphotericin (PSA) 
4.2 購自 Gibco 公司： 
Fetal bovine serum (FBS) 
4.3 購自 Sigma 公司： 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO)  
4.4 購自美國 Sigma-Aldrich 公司： 
   McCoy’s 5A 
4.5 購自 Uni Region Bio-Tech 公司： 
Dulbecco’ Phosphate-Buffered Saline (PBS) 
5. 抗體 
5.1 購自 BD 公司： 
NF-κB、c-Fos、c-Jun、phospho-ERK、ERK、phospho-P38、P38、Ras、
PI3K、Akt 
5.2 購自 Chemicon 公司： 
   β-actin  
5.3 購自 Santa Cruz 公司： 
C23、RhoA、RhoB、Rac-1、cdc42、MMP-2、MMP-9、u-PA、phospho-JNK、
JNK、Anti-mouse (HRP)、Anti-rabbit (HRP) 
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5.4 購自 Invitrogen 公司： 
phospho-Akt、phospho-FAK、FAK 
6. 其它耗材 
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SDS-PAGE 製備：separating gel 
    SDS-PAGE 的下層膠可依照實驗需要而決定 acrylamide 所占的百分濃 
度，較常配置的百分濃度有 8%、10%、12% 三種。首先會將 ddH2O 、  
acrylamide 及 Tris-HCL (pH8.8) 、 ammonium persulfate、SDS 加在一起，並 
 - 39 - 
 
搖晃均勻，最後再加入 TEMED ，混合均勻後，倒入架好的直立式膠台座中 
（約三分之二的位置），剩下三分之一則用甲醇補滿，靜置約 20 分鐘，等待 
下層膠凝固。 
 
0.1% Gelatin-8% SDS-PAGE (substrate SDS-PAGE)製備：separating gel 
    substrate SDS-PAGE 主要是在下層膠的地方加入了明膠 (gelatin)，通常  
substrate SDS-PAGE 下層膠的 acrylamide 所占的百分濃度為 8%，而配法與  
SDS-PAGE 一樣，差別在於 acrylamide 與 bis-acrylamide 之間的比例不同。 
首先將 ddH2O、acrylamide 及 Tris- HCL (pH8.8) 、ammonium persulfate、SDS  
和 gelatin 加在一起，並搖晃均勻，最後再加入 TEMED，混合均勻後，倒 
入架好的直立式膠台座中（約三分之二的位置），剩下三分之一則用甲醇補 
滿，靜置約 20 分鐘，等待下層膠凝固。 
 
4% Stacking gel 製備 
    上層膠主要是作為聚集 sample 之用，而 SDS-PAGE 和 substrate  
SDS-PAGE 的上層膠配法一樣，主要差別在於 acrylamide 與 bis-acrylamide  
之間的比例。而配製過程與配置下層膠一樣，只是在倒入膠台後要插入  
comb ，此時要注意避免產生氣泡，靜置 20 分鐘後，等待上層膠凝固即可。 
 
Transfer buffer 製備 
    首先，先秤 6.2 g 的 Tris-base 和 28.8 g 的 glycine，接著在加入 400 ml  
的 Methanol，最後再加入 ddH2O 至 2000 ml 即可。 
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Running buffer (5X) 製備 
    首先，先秤 15 g 的 Tris-base 和 72 g 的 glycine 以及 5 g 的 SDS，最 
後再加入 ddH2O 至 1000 ml 即可。 
Zymography washing buffer 製備 
    由於 Triton X-100 屬於界面活性劑，具有濃稠的性質。因此，先將 Triton  
X-100 用量筒取 25 ml 置入瓶內，接著再加入 ddH2O 至 1000 ml 即可。 
 
Zymography reaction buffer 製備 
    在 zymography reaction buffer 的製備，我們先配置高濃度的溶液 (2 M  
Tris-HCl, pH8.0、1M CaCl2 及 1% NaN3)，放置於 4℃ 冰箱備用。在使用時， 
取 10 ml 的 2 M Tris-HCl, pH8.0，5 ml 的 1 M CaCl2 及 5 ml 的 1%  
NaN3，再加 ddH2O 至 500 ml 混合均勻備用。 
 
Staining solution buffer 製備 
    染色液的配置，依序加入 Comassie blue R-250 0.625 g、227 ml 的  
Methanol 及 227 ml 的 ddH2O，混合均勻（在混合過程中需放置於冰上）， 
等完全溶解後再加入 46 ml 的醋酸，混合均勻，放置於室溫備用。 
 
Destaining solution 製備 
    退色液的配置，依序加入 50 ml 的甲醇及 75 ml 的醋酸，再加入 ddH2O  
至 1000 ml，混合均勻，放置於室溫備用。 
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TBS buffer (10X) 製備 
    先將秤好的 Tris-base 以及 NaCl 倒入量筒中，再倒入 ddH2O，使其粉 
末溶解，再校正 pH 值至 7.6 ，並儲存於 4℃ 即可。 
TBST buffer 製備 
    Tween 20 屬於界面活性劑，具有濃稠的性質，因此，利用 pipetman 緩 
緩吸取 1 ml 的 Tween 20 ，再緩緩的加進 TBS buffer 中，即可。 
 
Blocking buffer 製備 
    先秤 2.5 g 的脫脂奶粉，再用 50 ml 的 TBS buffer 溶解即可。 
 
第二節 實驗方法 
1. 細胞培養 (Cell culture) 
【1-1】解凍細胞 (Thawing cell) 
    將含有 T24 細胞的冷凍管由液態氮桶快速置於 37°C 的水浴槽，於 1  
分鐘內急速解凍並置入內含培養液的離心管中，在 4°C 下，離心 1000 rpm， 
5 分鐘，去除含有 McCoy’s 5A 的上清液，以含有 10% 胎牛血清的新鮮培 
養液將細胞均勻打散注入內含培養液的 10 cm 培養皿中，置於 37°C 含 5%  
CO2 的培養箱中生長，每四天更換一次培養液。 
【1-2】繼代培養 (Subculture) 
    T24 (人類膀胱癌細胞株)培養在含有 10% fetal bovine serum、 1%  
penicillin / streptomycin / amphotericin、1% glutamine 的 McCoy’s 5A，待細胞 
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長滿後，將舊的細胞培養液吸出，加入 3 ml 的 PBS 清洗 2 次，接著再以 2  
ml 的 1X trypsin-EDTA 覆蓋所有細胞後，在培養箱下靜置 5 分鐘後，用手 
輕輕拍打培養皿幫助細胞能完全脫離培養皿，加入 2 ml 含有 10% fetal  
bovine serum 的培養液抑制 trypsin 活性，經離心 1300 rpm， 5 分鐘後去除 
上清液，以新鮮的培養液將細胞打散並繼續培養之。 
【1-3】冷凍細胞 (Cell freezing) 
    首先將培養皿中舊的細胞培養液吸出，加入 3 ml 的 PBS 清洗 2 次， 
以 1X trypsin-EDTA 打下所有細胞，經離心 1300 rpm， 5 分鐘後，將上清 
液去除，用手指輕微拍散細胞，再加入 3 ml 冷凍細胞培養液 McCoy’s 5A 與 
細胞培養液 1 : 9 混合均勻)，以每個冷凍管 1 ml 將細胞移到冷凍管中，再 
將冷凍管置於 4°C 冷藏 5 分鐘，-20 °C 冷凍 30 分鐘，再置於 -80 °C 冷 
凍 16 小時，最後將冷凍管移至液態氮桶內。 
 
2. 細胞存活率分析 MTT (Microculture Tetrazolium) assay  
    本實驗是用來測試細胞是否有活性及存活的方法，有活性的活細胞會將  
MTT reagent 經由粒腺體中的 succinate dehydrogenase 作用代謝還原成藍紫 
色結晶，待此作用四小時之後再以異丙醇 (isopropanol) 將結晶溶出，並於波 
長 563 nm 下測定溶液吸光，由吸光強度的大小可得知有活性的細胞數多 
寡，因此若溶液的吸光值有降低，則表示細胞的存活率下降，故也可以藉此 
方法來判定細胞存活與死亡的情形。 
    將 T24 cells (4×104 cells / well) 培養於 24 well culture plate，待細胞貼附 
後，移去培養液，換置入依實驗設計含不同濃度的 chalcone ( 1、2.5、5、10、 
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20、30 μg/ml)，以未加任何 chalcone 為控制組，於培養箱中反應 24 及 48 小 
時，移除 medium 後，加入 900 μl 的 McCoy’s 5A 和 100 μl MTT solution (5  
mg/ml) 於培養箱中反應  4 小時，移除  medium (含  MTT) 後，加入  




3. 傷口癒合分析 (Wound healing assay) 
    將細胞種於 6 well plate (4×104
 
/ well) 以含 10 % FBS 之 McCoy’s 5A  
培養液培養 24 小時後，以 yellow tip 在每個 well 中畫出兩條傷口，以 PBS  
洗 2 次，在每個 well 加入不同濃度之 chalcone ( 1、2.5、5 μg/ml)，以未加 
任何 chalcone 為控制組，觀察 0、24、48 小時傷口愈合情形。 
 
4. 細胞移動性分析 (Cell migration assay) 
    首先於 6 well plate 種入 T24 cells (4×104
 
cells/well)，隔天即加入不同濃 
度的 chalcone 分別為 1、2.5、5 μM，以未加任何 chalcone 為控制組。48 
小時後，利用 PBS 清洗，並加入 2 ml 的 1X trypsin- EDTA 使細胞自培養皿 
上脫離，經離心後去除上清液，並溶於 starvation DMEM 培養液，並利用  
trypan blue 計算細胞數，以待備用。利用 48 well Boyden chamber 的分析方 
法，將 Boyden chamber 放置於桌面，於 lower chamber 的每個 well 放入 30  
l 的 10% FBS 的 McCoy’s 5A 培養液，接著放置 Polycarbonate Membrane  
及軟墊，再置入 upper chamber，於 upper chamber 的每個 well 注入 50 l  




cells) 細胞溶液，每種條件均要做 3 次，注意避免氣泡產生，放置 
於 37°C，待細胞移動 6 小時以後，小心取下 Polycarbonate Membrane，以  
methanol 固定細胞 10 分鐘，風乾 10 分鐘後，再以 Giemsa (1:20) 染色 2  
小時，最後固定住 filter，之後將棉花沾溼清水將 filer 背面擦拭乾淨，在  
400X 顯微鏡下每個 well 隨機選取 3 個，共取 5 個 well ，作移動細胞數 
之統計。 
 
5. 細胞侵入性分析 (Cell invasion assay) 
    利用 6 well Boyden chamber 的分析方法，於 lower chamber 的每個  
well 放入 30 l 的 10% FBS 的 McCoy’s 5A 培養液，接著放置 Poly-  
carbonate Membrane 及軟墊，再放上 upper chamber，將 upper chamber coating 
上 Matrigel，在 laminar flow 風乾 2 小時之後，於 upper chamber 的每個  
well 注入 50 l (2.5×104
 
cells) 細胞溶液，每種條件均要做 3 次，注意避免 
氣泡產生，放置於 37°C，待細胞移動 8 小時以後，小心取下 Polycarbonate  
Membrane，以 methanol 固定細胞 10 分鐘，風乾 10 分鐘後，再以 Giemsa  
(1:20) 染色 2 小時，最後固定住 filter，之後將棉花沾溼清水將 filer 背面擦 
拭乾淨，在 400X 顯微鏡下每個 well 隨機選取 3 個，共取 5 個 well ，作 
移動細胞數之統計。 
 
6. MMP-2,-9 活性分析 (Gelatin zymography) 
    將細胞種於 10 cm 的培養皿中 (4×104
 
/ well) 以 starvation McCoy’s 5A  
培養液培養 24 小時後，以 PBS 洗 2 次，在每個 well 加入不同濃度之  
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chalcone ( 1、2.5、5 μM)，以未加任何 chalcone 為控制組，經過 24 小時 
處理後，分別收集不同濃度的培養液，並利用 Gelatin zymography 測定  
MMP-2 及 MMP-9 的活性。 
    首先製備 0.1% Gelatin-8% SDS-PAGE 電泳膠片，並置於含有電泳緩衝 
液的電泳槽中，取 16 μl sample (蛋白質濃度 20 μg/μl)，加入 4 μl loading  
buffer 均勻混合後，注入膠片中，分別以 70 V 與 110 V 的電壓進行電泳分 
離。結束電泳分離後，將膠拆下，加入 50 ml 的 washing buffer 在室溫下搖 
晃 30 分鐘，共兩次。倒掉 washing buffer 之後，加入 50 ml 的 reaction  
buffer，於 37°C 恆溫箱下反應 12 至 16 小時。將反應完後的膠片，以  
staining solution 於室溫染色 1 小時，再以退色液退染 30 分鐘，觀看結果。 
 
7. u-PA 活性分析 (Casein-plasminogen zymography) 
    在製備 8% SDS-PAGE 電泳膠片，並且在其下層膠加入 2%的 casein 及  
20 μg/ml 的 plasminogen。置於電泳槽中，並加入電泳緩衝液。取 16 μL  
sample (蛋白總量 20 μg/μl)，加入 4 μl loading buffer，將 sample loading 到 
電泳片中，分別以 70 V 與 110 V 的電壓進行電泳分離。結束電泳分離後， 
將膠拆下，加入 50 ml 的 washing buffer，在室溫下洗 30 分鐘，共兩次。 
倒掉 washing buffer 之後，加入 50 ml 的 reaction buffer，於 37°C 恆溫箱下 
反應 12 至 16 個小時。將反應完後的膠片，以 staining buffer 染色 1 個小 
時，之後再以退色液退染 30 分鐘，觀看結果。 
 
8. 西方點墨法 (Western blot) 
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【8-1】細胞萃取液之製備 (Preparation of the tatal cell lysates) 
    將培養皿內的培養液吸取後，以 PBS 沖洗兩次，刮取細胞並加入 RIPA  
buffer 以及蛋白酵素抑制劑，在 4°C 下振盪 10 分鐘，在 4°C 下，以 13000  
rpm，15 分鐘後，吸取上清液並存於 -70°C 備用。  
【8-2】蛋白質之定量 (Protein quantitation) 
    利用蛋白質可與 Coomassie billiant blue G-250 形成藍色之複合物，當於 
波長 595 nm 有一較大的吸光值，以此定量蛋白質。 
    測試方法先以 BSA (bovine serum albumin) 為蛋白質標準溶液，換算細 
胞萃取液的蛋白質濃度。先取 10 μl 的 T24 細胞萃取液稀釋 10 倍，再取  
30 μl 細胞萃取稀釋液加入 1 ml 蛋白定量試劑組(Coomassie blue total  
protein reagent)，在室溫下反應 1 分鐘，於波長 595 nm 測定吸光值，最後 
將樣品與標準曲線對照後計算出待測物之蛋白質濃度，即可根據標準曲線求 
得樣品蛋白之濃度。 
【8-3】樣品的製備 (Preparation of sample) 
    將已定量之 whole cell lysate，取 20 μg 的蛋白質樣本，加適量之 5X  
loading dye，再以二次水將各 sample 之體積補至固定體積，混合均勻，以 100  
°C 加熱 10 分鐘，加熱完後再迅速置於冰上 5 分鐘，在經低速離心後置於 
冰上，分別將樣品注入 SDS-PAGE 電泳膠內，分別以 70V 與 110V 的電 
壓進行電泳分析。 
【8-4】蛋白質樣本之轉漬 (Electrotransfer) 
    電泳完畢後將膠體取出，截去上層膠後，先將硝化纖維紙 (Nitrocellulose  
membrane, NC paper) 置於兩張經 transfer buffer 潤濕過的濾紙上，NC paper  
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需事先經 transfer buffer 浸濕，NC paper 上面再放上膠體，再放上兩張經  
transfer buffer 浸濕過的濾紙，並用玻璃棒趕走夾在其中的氣泡，最後再以夾 
板 (內含海綿襯墊) 夾緊，放入轉漬槽中，同時要將冰磚放入轉漬槽中，以 
固定電壓 110 V 轉漬約 1個小時。 
【8-5】免疫墨點法 (Immunoblot) 
    轉漬完後將 NC paper 取出，用 TBST buffer 洗三次，每次 10 分鐘， 
再以 blocking buffer 於 4 °C 下作用 1 小時。之後，倒掉 blocking buffer， 
再以 TBST buffer 洗三次，每次 10 分鐘。換上一級抗體 (配於 TBS buffer  
中)，於 4 °C 下溫和作用 overnight，隔天再以 TBST buffer 洗三次，每次 10  
分鐘。接著，再換上二級抗體，於 4 °C 下溫和作用 1 小時，再以 TBST buffer  
洗三次，每次 10 分鐘。最後將 NC paper 放至感光盤 (Tray) 上，用面紙擦 
去 NC paper 上多餘的 TBST buffer，再以冷光劑覆蓋整個 nitrocellulose  
membrane，接著將感光盤放入 FUJIFILM LAS-3000 mini 之冷光螢光影像分 
析儀進行拍照。 
 
9. DNA 的萃取 (Preparation of DNA) 
    將 4×104 細胞與 200 μl Lysis Buffer 1 加入微量館中稍微震盪，另外可放 
入 30 μl RNase A 及 30 μl proteinase K，並置於室溫下反應 15 至 20 分 
鐘。接下來以自動化核酸磁珠純化儀進行萃取 DNA。  
 
10. 引子設計 
    本實驗所需之引子序列皆於附表一。 
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11. 聚合酵素連鎖反應 (Polymerase chain reaction) 
    取 2 μl cDNA 加入 1 μl RNase free H2O，加入 1 μl forward primer 與 1  
μl reverse primer，再加入 5 μl Go taq Green Master Mix，先以 95°C，10 分鐘 
進行變性，溫度循環機於開始進入第  1  個循環處理  95 °C，1  分鐘  
(denaturation)，60°C (annealing) 1 分鐘，72°C 反應 1 分鐘連續 30 個循環 
後，最後以 72°C (elongation) 反應 10 分鐘最後產物以 4°C 保存。 
 
 
12. DNA 電泳 (DNA electrophoresis) 
    取 9 μl PCR 產物以及 2.5 μl DNA marker 分別注入 agarose 電泳膠片 
內，以 110V 電壓進行電泳 30 分鐘後，在 UV 光下觀察所要的基因產物 
是否會在相對應的 DNA marker 處有所表現。 
 
13. 統計分析 (Statistical analysis) 
    數據以 mean ± SD 表示。以 Student t-test unparied 來評估統計異。 
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第五章 實驗結果 
一、 Chalcone 對 T24 膀胱癌細胞存活率的影響 
    將 T24 膀胱癌細胞給予不同劑量的 chalcone (0、1、2.5、5、10、20 和  
30 μM) ，處理 24 與 48 小時，以 PBS 清洗將藥物移除，進行 MTT  
assay 。與控制組之結果做比較，發現不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM)  
處理 24 與 48 小時之後，不會影響  T24 細胞的存活率，但高濃度的  
chalcone (10、20 和 30 μM) 會影響 T24 細胞的存活率。本實驗是針對抑制 
癌細胞的轉移，因此想觀察在不影響細胞的生長的情況下，低濃度的 chalcone  
是否能抑制 T24 細胞的轉移能力 (Fig. 1)。 
 
二、 Chalcone 影響 T24 膀胱癌細胞的移動能力 
    T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 0、 24 及 48 
小時之後，利用傷口癒合實驗分析 T24 細胞移動情形。結果發現，細胞暴露 
在不同濃度的 chalcone 24 小時之後，與控制組 (0 μM) 做比較， 5 μM 的  
chalcone 有抑制 43% 的 T24 細胞移動。另外，細胞處理不同濃度的  
chalcone 48 小時之後，5 μM 的 chalcone 即有顯著抑制 62% 的 T24 細胞 
移動。此外，T24 細胞經由 5 μM 的 chalcone 在 48 小時處理之下和 0 μM  
相比較，細胞移動情形明顯地被抑制，且呈現濃度與時間上的依賴現象 ( Fig.  
2 )。 
 
三、 Chalcone 影響 T24 膀胱癌細胞之 invasion 能力 
    T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 24 小時之 
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後，利用 Boyden chamber 的方法分析 T24 細胞 invasion 的能力，實驗結 
果顯示，T24 細胞在 2.5 μM 之 chalcone 處理下，cell invasion 的數目大約 
減少 40%；在 5 μM 之 chalcone 處理下，cell invasion 的數目最少，大約 
減少 57%。其侵入能力會隨著 chalcone 濃度增加而有所降低，且呈現濃度 
的依賴現象，代表 chalcone 可以抑制 T24 膀胱癌細胞的侵入能力 ( Fig. 
3)。 
 
四、 Chalcone 抑制 T24 膀胱癌細胞 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 酵素活性 
    及蛋白的表現 
    由 gelatin zymography 及 casein-plasminogen zymography 分析法，觀察  
T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 24 小時之後， 
細胞中 MMP-2、MMP-9 與 u-PA 的活性。在無血清 (serum free) 下處理不 
同濃度的  chalcone 經過  24 小時之後，收取細胞培養液，以  gelatin  
zymography 及 casein-plasminogen zymography 分析 MMP-2、MMP-9 與  
u-PA 的活性。結果發現，與控制組比較，在 24 小時之後，MMP-2、MMP-9  
與 u-PA 的活性會隨著 chalcone 濃度的增加而明顯的下降 (Fig. 4)。另外， 
將 T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5 和 5 μM) 處理 24 小時之 
後，收集細胞培養液，利用西方墨點法，分析 T24 細胞將 MMP-2 及 MMP-9  
分泌至細胞外的表現，結果發現，隨著 chalcone 濃度增加，分泌至細胞外的  
MMP-2 及MMP-9 表現量也明顯地降低 (Fig. 5 )。 
 
五、 Chalcone 抑制 T24 膀胱癌細胞 MMP-2、MMP-9 及 u-PA mRNA 的 
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表現 
    經 polymerase chain reaction 及 DNA electrophoresis 分析後，觀察 T24  
細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 12 小時之後，細胞 
中 MMP-2、MMP-9 與 u-PA messenger RNA 的表現。結果發現，與控制組 
比較，在 12 小時之後，MMP-9 的活性在 0 μM 至 2.5 μM 沒有明顯的改 
變，而在 5 μM 時，MMP-9 的活性是呈現下降的結果。另外，MMP-2 與  
u-PA messenger RNA 的表現會隨著 chalcone 濃度的增加而下降 (Fig. 6)。 
 
六、 Chalcone 調控 T24 膀胱癌細胞移動之訊息傳遞路徑分析 (Western 
blot 分析) 
    為了要探討 chalcone 抑制 T24 細胞之 MMP-2/MMP-9 活性，細胞移 
動及侵襲能力與訊息蛋白表現之間的相關性，本實驗利用不同濃度的  
chalcone (0、1、2.5 和 5 μM) 處理 T24 細胞，收集 cell lysates 並利用西方 
墨點法，加以分析訊息傳遞路徑中轉移相關之蛋白的表現情形。 
6.1 Chalcone 調控 FAK、ERK、p38、JNK及 PI3K/Akt 的磷酸化表現 
    將 T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 24 小時 
之後，由結果發現 FAK、ERK、p38、JNK 及 Akt 之磷酸化表現與 PI3K 的 
蛋白質表現皆會受到 chalcone 的影響，且有隨著濃度增加而有加強抑制的效 
果 (Fig. 7) 。 
6.2 ERK1/2 的專一性磷酸化抑制劑對 MMP-2/MMP-9 和 u-PA 的影響 
    利用 ERK 專一性的磷酸化抑制劑︰U0126 (10 和 20 μM) 與 chalcone  
(1 μM) 處理於 T24 細胞，結果發現，同時處理 chalcone 與 U0126 其抑制  
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MMP-9/MMP-2 和 u-PA 的能力比單獨處理 U0126 有更好的抑制效果  
(Fig. 8)。 
6.3 p38 的專一性磷酸化抑制劑對 MMP-2/MMP-9 和 u-PA 的影響 
    利用 p38 專一性的磷酸化抑制劑︰SB203580 (5 和 10 μM) 與 chalcone  
(1 μM) 處理於 T24 細胞，結果發現，同時處理 chalcone 與 SB203580 其抑 
制 MMP-9 和 u-PA 的能力比單獨處理 SB203580 有更好的抑制效果  
(Fig. 9)。 
6.4 JNK1/2 的專一性磷酸化抑制劑對 MMP-2/MMP-9 和 u-PA 的影響 
    利用 JNK 專一性的磷酸化抑制劑︰SP600125 (10 和 20 μM) 與 
chalcone (1 μM) 處理於 T24 細胞，結果發現，同時處理 chalcone 與 
SP600125 其抑制 MMP-9 和 u-PA 的能力比單獨處理 SP600125 有更好的 
抑制效果 (Fig. 10)。 
6.5 PI3K 的專一性磷酸化抑制劑對 MMP-2/MMP-9 和 u-PA 的影響 
    利用 PI3K 專一性的磷酸化抑制劑︰LY294002 (10 和 20 μM) 與 
chalcone (1 μM) 處理於 T24 細胞，結果發現，同時處理 chalcone 與 
LY294002 其抑制 MMP-9/MMP-2 和 u-PA 的能力比單獨處理 LY294002 
有更好的抑制效果 (Fig. 11)。 
6.6 Chalcone 調控 small GTPase family (Ras、RhoA、RhoB、Cdc42、 
   Rac-1)之蛋白表現 
    將 T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5和 5 μM) 處理 24 小時 
之後，結果發現，Ras、Cdc42、 Rac-1、RhoA、RhoB 蛋白的表現量會隨著 
處理濃度的增加而逐漸遞減。(Fig. 12)。 
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七、 Chalcone 抑制 T24 膀胱癌細胞中轉錄因子 NF-κB、c-Fos 與 c-Jun  
     蛋白的表現量 
    由上述結果 (Fig. 7) 發現，p-FAK、p-ERK、p-p38、p-JNK、p-Akt 及 
PI3K 明顯地受到  chalcone 的抑制。因此接下來想進一步了解會受到 
p-ERK、p-p38、p-JNK 及 p-Akt 調控的下游轉錄因子蛋白表現，是否也會 
因 p-ERK、p-p38、p-JNK 及 p-Akt 降低而降低；另外由上述結果 (Fig.4) 發 
現， chalcone 影響 T24 膀胱癌細胞移動，有可能是 chalcone 能抑制  
MMP-2 和 MMP-9 的表現，而調控 MMP-2 和 MMP-9 表現之轉錄因子有  
NF-κB、c-Fos 及 c-Jun，因此將 T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5  
和 5 μM) 處理 24 小時後，分離出細胞核蛋白，利用西方墨點法並分析細胞 
核中 NF-κB、c-Fos 及 c-Jun 蛋白之表現。實驗結果發現，隨著 chalcone 濃 
度增加，細胞核中 NF-κB、c-Fos 及 c-Jun 的蛋白表現量也明顯地降低 (Fig.  
13)。另外，將 T24 細胞經不同濃度的 chalcone (0、1、2.5 和 5 μM) 處理 24  
小時之後，利用西方墨點法並分析細胞質中 NF-κB、c-Fos 及 c-Jun 蛋白之 
表現。結果發現，隨著 chalcone 濃度增加，細胞質中 NF-κB、c-Fos 及 c-Jun  
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第六章 討論 




瘤的預防與治療研究上，都著重於抑制癌細胞的不正常增生 (proliferation)  
以及轉移 (metastasis) 這兩部分 (Gao et al., 2005; Ito et al., 2004; Olaso et al.,  
2002) 。另外，為了使癌細胞獲得更多的養分及空間，癌細胞會分泌許多不 
同的蛋白水解酵素，造成細胞周邊許多生理狀態的改變，其中包括細胞與細 
胞外基質 (ECM) 之間的結合能力改變，細胞與細胞間相互作用力的破壞， 
及細胞外基質 (ECM) 的分解 (Okamoto and Watanabe, 2003)。 




    目前傳統中草藥對人體健康的影響已逐漸被重視，並且許多生物醫學的 
研究已經證明中草藥的藥理活性。最近許多研究顯示 chalcone 具有抗菌  
(Friss-Moller et al., 2002； Liu et al., 2011)、抗氧化 (Vogel et al., 2010)、抗瘧 
疾 (Liu et al., 2003)、抗肺結核 (Lin et al., 2002)、防治血栓 ( Fujita et al.,  
1992)、抑制過敏性氣喘的功效 (Iwamura et al., 2010)。有文獻指出，chalcone 
會誘導人類急性白血病細胞株凋亡 (Maioral et al., 2012)，抑制肺癌細胞的 
DNA合成 (Kimura and Baba, 2003)、生長和轉移 (Kimura et al., 2004)，抑制 
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人體鱗狀細胞癌的生長 (Lin et al., 2012)。另外， Chalcone 會藉由抑制 
CACR4 趨化因子受體的表現，進而抑制乳癌及大腸癌細胞的侵襲 (Wang et  
al., 2012)，也會透過 apoptosis 和 autophagy 使骨髓瘤細胞死亡 (Zhao et al.,  
2012)。而 T24 細胞為高度惡化的膀胱癌細胞，具有高度的轉移能力，因此 
我們嘗試以 chalcone 刺激 T24 膀胱細胞後，研究其對於膀胱癌的侵入、移 
動能力及一些相關的蛋白水解酵素，和其間所涉及的分子機制。 
    首先我們以 MTT assay 初步分析 chalcone 對 T24 細胞活性及存活率 
的影響 (Fig. 1)。結果中顯示高劑量的 chalcone (30 μM) 會降低 T24 細胞的 
存活率，而在處理低劑量 (0 至 5 μM) 時則不會影響 T24 細胞的存活率。由 
於本實驗是針對抑制癌細胞的轉移，因此想觀察在不影響細胞的生長的情況 
下，低濃度的 chalcone 是否能抑制 T24 細胞的轉移能力，所以本實驗以 0  
至 5 μM 的 chalcone 作為後續研究對 T24 膀胱癌細胞抑制侵襲及轉移的功 
效性指標。 
    接著利用傷口癒合分析及 Boyden chamber assay (Fig. 2 及 Fig. 3) 來觀 
察細胞的移動及侵襲能力，發現 chalcone 確實能有效地抑制膀胱癌細胞的侵 
襲及移動能力，而且當 T24 癌細胞處理 5 μM 的 chalcone 即可抑制大約六 
成的侵襲能力。由上述的結果證實了 chalcone 的確具有抑制 T24 癌細胞的 
轉移能力，對日後針對膀胱癌細胞，或許可作為一種有效用藥。 
    當細胞進行轉移的時候，會分泌蛋白水解酵素去破壞細胞周邊的組織及 
細胞外基質 (ECM) ，進而促使癌細胞可以轉移至其它組織器官 (Hussaini et  
al., 2007) ，過去文獻指出基質金屬蛋白水解酵素家族 (MMPs) 中的 MMP-2  
及 MMP-9 會被大量表現在許多的惡性腫瘤中 (Johnsen et al., 1998) 。另有 
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文獻指出，利用雞胚胎絨毛膜試驗 (CAM assay) 發現 MMP-9 與 u-PA 皆有 
參與癌細胞的侵入作用，且缺少 MMP-9 或 u-PA 的癌細胞，其侵入的能力 
就會大大降低 (Kim et al., 1998； Wilson and Chambers, 2004) 。因此可以發 
現 MMP-2 及 MMP-9 的表現與癌細胞的侵襲及轉移具有高度的相關性  
(Hao et al., 2007; He et al., 2007) 。而 u-PA 為基質金屬蛋白水解酵素的上 
游，與癌症的轉移有關 (Amir et al., 2005) 。本實驗透過 gelatin zymography、 
casein-plasminogen zymography 及 Western blotting 的分析方法分析 MMP-  
2、MMP-9 及 u-PA 的酵素活性。結果確實發現 T24 人類膀胱癌細胞在  
chalcone 的處理之下，MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的酵素活性有降低的情形  
(Fig. 4 及 Fig. 5) 。  
    除了上述討論 MMPs 的作用與其活化和抑制的機制外， MMPs 的表現 
還包括許多步驟，例如：與基因的調控、mRNA 的剪裁、穩定 mRNA 的機 
制以及蛋白質的修飾等。而在基因的調控方面，先前有研究指出，在不同 
MMPs 的基因序列上有著不同的轉錄因子和結合位，當與轉錄因子結合之後 
會促進 MMPs 的表現 (Yan and Boyd, 2007) ，而 u-PA 的基因表現也是影 
響這些蛋白表現量的重要關鍵 (Liu, 1999) 。由先前的實驗結果得知 T24 人 
類膀胱癌細胞在處理 chalcone 之後，其 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的分泌 
量與蛋白量有明顯的變化。接著我們利用 polymerase chain reaction 的方式觀 
察其 mRNA level 的表現。其結果發現 chalcone 處理 T24 人類膀胱癌細胞 
後， MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的 mRNA level 表現量有顯著的下降 (Fig.  
6) 。所以實驗證實了 chalcone 會影響細胞調控 MMP-2、MMP-9 及 u-PA  
的轉錄作用，並且改變這些蛋白質的表現量。 
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   過去的文獻顯示， MMPs 基因上的表現受到許多不同的訊息傳遞蛋白以 
及轉錄因子所調控 (Kajanne et al., 2007; Palanki, 2002)。在 MAPK 訊息傳遞 
路徑中，已知當大鼠皮質受到物理性的刮傷時，活化的 p38 與 ERK 的路徑 
會去調控初代培養的星狀細胞 MMP-9 的表現 (Wang et al., 2002)，肺癌細胞 
可藉由 ERK/Sp1 這條路徑增加 MMP-2 的表現 (Pan and Hung, 2002)。在  
Jayasooriya 等人的研究中指出，甲醇萃 Hydroclathrus clathratus 透過抑制 
MAPK pathways 及 NF-κB 轉錄活性的表現，進而抑制 T24 膀胱癌細胞  
MMP-9 的分泌 (Jayasooriya et al., 2005) 。而由 Noguchi 等人的研究結果 
中，得知 microRNA-143 和 microRNA-145 透過調節 PI3K/Akt 和 MAPK  
signaling pathways 來達到抑制人類膀胱癌細胞的生長 (Noguchi et al.,  
2013) 。在本研究中可以發現， chalcone 處理 T24 細胞後，ERK、p38、JNK  
的磷酸化表現明顯減少 (Fig. 6)。 
   近來研究指出，調控人類癌症進程，除了 MAPK signaling 外還有 FAK 
及 PI3K /Akt signaling，而活化 FAK 及 PI3K/Akt signaling 與許多癌症的侵 
入及轉移都有密切關係 (Kubiatowski et al., 2001)。因此我們經由 (Fig. 6) 蛋 
白分析結果也發現， PI3K 的蛋白表現量與 FAK 及 Akt 的磷酸化表現皆會 
受到 chalcone 抑制。 
    接著我們以 ERK1/2 專一性的抑制劑 (U0126)、p38 專一性的抑制劑  
(SB203580)、JNK1/2 專一性的抑制劑 (SP600125) 與 PI3K 專一性的抑制劑  
(LY294002) 與 chalcone 處理 T24 膀胱癌細胞，進行 gelatin zymography  
及 casein-plasminogen zymography 分別觀察細胞分泌 MMP-2、MMP-9 及  
u-PA 的表現量，結果發現 (Fig.8-Fig.11) PI3K/Akt 和 MAPK signaling  
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pathways 可能為 chalcone 抑制 T24 細胞分泌 MMP-2、MMP-9 及 u-PA  
的主要路徑。  
    過去的文獻顯示，MMP-2、MMP-9 mRNA 的表現需要 NF-κB 的活化  
(Peng et al., 2006)，且 c-Jun、c-Fos 也被認為和調節腫瘤的進程及轉移有關  
(Ding et al., 1999)。經由 (Fig. 13 及 Fig. 14) 結果發現 T24 細胞受到  
chalcone 刺激下，核蛋白和質蛋白中 NF-κB、c-Jun 及 c-Fos 皆明顯降低。 
由此可知， chalcone 處理 T24 細胞後，可能是藉由 FAK、PI3K/Akt 和  
MAPK pathway 影響下游蛋白質表現進而抑制 T24 細胞的侵襲與轉移。 
    有文獻也指出， small GTPase family 成員如：Ras、RhoA、RhoB、Cdc42、 
Rac-1 主要參與在細胞癌化、侵入及轉移的過程 (Khosravi et al.,1995; Pruitt  
and Der, 2001; Westwick et al., 1997; Whitehead et al., 1998)。另外，有一篇文 
獻指出 RhoB 會增強前列腺癌細胞 DU145 的移動以及增加 MMP-1的表現  
(Misao et al., 2010)。在本篇實驗中，由 Western blotting 結果發現 (Fig. 12) ，  
chalcone 可以抑制 Ras、Rac-1、Cdc42、RhoA、RhoB 的蛋白表現量。綜合 
實驗結果，我們可以證明 chalcone 可能可以用來預防癌症的轉移。 
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第七章 結論 
    首先利用傷口癒合實驗及 Boyden chamber assay 證實 chalcone 可以抑 
制 T24 膀胱癌細胞的移動性及侵入性，並以 gelatin zymography、 casein-  
plasminogen zymography 和 polymerase chain reaction 分析證 chalcone 可以 
抑制 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的活性及 messenger RNA 的表現，並以  
Western blotting 分析發現，FAK、ERK1/2、p38、JNK1/2  及 Akt 的磷酸化 
表現皆會受到 chalcone 所抑制，並呈現 dose-dependent 現象，且透過專一 
性抑制劑的處理，顯示 chalcone 是透過抑制 ERK1/2、p38、JNK1/2 及 PI3K  
進而抑制了 MMP-2、MMP-9 及 u-PA 的表現；另外在 small GTPase family  
的蛋白表現量也會受到  chalcone 所抑制。綜合上述所有的實驗結果，  
chalcone 可能是透過 FAK/PI3K/Akt 和 FAK/MAPK signal pathway 來影響 
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Fig. 1. Effect of chalcone on the viability of T24 cells. T24 cells (4 ×10
4 
cells/well) were treated with various concentrations (0, 1, 2.5, 5, 10, 20 and 30 μM) 
of chalcone for 24 and 48 h. Cell viability was determined by MTT assay. Values 
are expressed as mean ± SD of three independent experiments; *p<0.05, **p<0.01, 
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Fig. 2. Effect of chalcone on the migration of T24 cells. (A) T24 cells were 
treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone, were scraped and the number of cells 
in the denuded zone (e.g., wound) was quantitated after 0, 24 and 48 h by inverted  
microscopy. White lines indicate the wound edge. (B) Quantitative assessment of 
the mean number of cells in the denuded zone and represents the average of three  
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Fig. 3. Effect of chalcone on invasion of T24 cells. (A) T24 cells were treated 
with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone for 24 h. Cell invasion were measured by 
Boyden chamber for 8 h；upper chamber were precoated with matrigel. (B) 
Invasion ability of T24 cells were quantified by counting the number of cells that 
invaded to the underside of the porous polycarbonate membrane under 
microscopy and represent the average of three experiments ± SD. *p<0.05, 
















Fig. 4. Effect of chalcone on secreted MMP-2/MMP-9 and u-PA. T24 cells  
were treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone for 24 h. The conditioned  
media were collected and MMP-2/MMP-9 activity were determined by gelatin 


















Fig. 5. Effect of chalcone on T24 MMP-2, MMP-9 and u-PA expression. T24 
cells were treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone for 24 h. Activity of 


















Fig. 6. Effect of chalcone on MMP-2, MMP-9 and u-PA mRNA expressions  
inT24 cells. Cells were treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone for 12 h.  
Latter, DNA samples were extracted and subjected to a PCR and DNA  
















Fig. 7. Effects of chalcone on the phosphorylation of FAK, ERK, p38, JNK, 
Akt and PI3K. T24 cells were treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM of chalcone for 24 
h. Protein level of FAK phosphorylation, FAK, ERK phosphorylation, ERK, p38  
phosphorylation, p38, JNK phosphorylation, JNK, Akt phosphorylation, Akt and 
PI3K were analyzed by Western blotting. β-actin as an internal control. 
 




Fig. 8. Effects of ERK inhibitor (U0126) and chalcone on MMP-2/MMP-9 
and u-PA secretion. T24 cells were seeded onto 6-well plates and pre-treated 
with U0126 (10 or 20 μM) for 30 min and then incubated in the presence or 
absence of chalcone (1 μM) for 24 h. Afterwards, the culture medium were 
subjected to gelatin and casein-plasminogen zymography to analyze the activity of 












Fig. 9. Effects of p38 inhibitor (SB203580) and chalcone on MMP-2/MMP-9  
and u-PA secretion. T24 cells were seeded onto 6-well plates and pre-treated 
with  SB203580 (5 or 10 μM) for 30 min and then incubated in the presence or 
absence of chalcone (1 μM) for 24 h. Afterwards, the culture medium were 
subjected to gelatin and casein-plasminogen zymography to analyze the activity of 











Fig. 10. Effects of JNK inhibitor (SP600125) and chalcone on MMP-2/MMP-9  
and u-PA secretion. T24 cells were seeded onto 6-well plates and pre-treated 
with SP600125 (10 or 20 μM) for 30 min and then incubated in the presence or 
absence of chalcone (1 μM) for 24 h. Afterwards, the culture medium were 
subjected to gelatin and casein-plasminogen zymography to analyze the activity of 











Fig. 11. Effects of PI3K inhibitor (LY294002) and chalcone on MMP-2/ 
MMP-9 and u-PA secretion. T24 cells were seeded onto 6-well plates and 
pre-treated with LY294002 (10 or 20 μM) for 30 min and then incubated in the 
presence or absence of chalcone (1 μM) for 24 h. Afterwards, the culture medium 
were subjected to gelatin and casein-plasminogen zymography to analyze the 










Fig. 12. Effects of chalcone on the protein expression level of small GTPases 
family (Ras, Rac-1, Cdc42, RhoA and RhoB). T24 cells were treated with with  
0,1, 2.5, and 5 μM of chalcone for 24 h. The expression of Ras, Rac-1, Cdc42, 













Fig. 13. Effects of chalcone on T24 NF-κB, c-Fos and c-Jun expression. 
Nuclear extracts were prepared from T24 cells that treated with 0, 1, 2.5 and 5 μM 
of chalcone for 24 h, and then used to analyze nuclear extracts were subjected to  
SDS–PAGE followed by Western blotting with anti-NF-κB, anti-c-Jun, anti-c-Fos 














Fig. 14. Effects of chalcone on the protein expression level of NF-κB, c-Fos 
and c-Jun expression. T24 cells were treated with with 0, 1, 2.5 and 5 μM of 
chalcone for 24 h. The expression of NF-κB, c-Fos and c-Jun were analyzed by 
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附表一、引子序列與 annealing 溫度 
 
Enzyme Sequence 5’→3’ Temp (°C) 
MMP-2 
5’-GGCCCTGTCACTCCTGAGAT-3’ 
5’-GGCATCCAGGTTATCGGGGA-3’ 
50°C 
MMP-9 
5’-CAACATCACCTATTGGATCC-3’ 
5’-CGGGTGTAGAGTCTCTCGCT-3’ 
50°C 
u-PA 
5’-TTGCGGCCATCTACAGGAG-3’ 
5’-ACTGGGGATCGTTATACATC-3’ 
55°C 
β-actin 
5’-TCGTGCGTGACATTAAGGAG-3’ 
5’-AGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3’ 
50°C 
 
 
